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乙型肝炎（Hepatitis B virus，HBV）是我国当前 常见的一种传染病, 能引
发严重的公共卫生问题。原发性肝细胞癌（HCC）是我国 常见的恶性肿瘤之一，
严重威胁着人们的健康。根据流行病学调查统计，HBV 感染者发生 HCC 的几率
较正常人高 l00 倍，HBV 致癌的具体机制目前尚不明确。既往研究发现乙型肝




发挥调节作用。探讨 HBx 蛋白结构和功能是当前 HBV 研究的重要热点之一。 





抗。借助 Anti-HBx 单抗，我们运用免疫共沉淀方法在转染 HBV 1.3 倍基因组的
HepG2 细胞中证实 HBx 可通过与 Bcl-2 和 Bcl-XL 的直接相互作用导致细胞凋亡
和坏死。 
综上所述，本研究建立的重组 HBx 蛋白表达纯化方法为进一步解析 HBx 的
结构奠定了重要基础，发展的高亲和力 Anti-HBx 单抗为 HBx 的功能研究提供了
关键技术工具。 
 

















Hepatitis B virus is the most common infectious disease in China and causes a 
serious public health problem. Hepatocellular carcinoma is one of the most common 
malignant tumors in China, and brings a serious threat to people's health. According to 
the epidemiological survey recently reported, the risk of HCC development in HBV 
infected populations was 100-fold higher than that in healthy populations, however, 
the underlying mechanism for HBV- related carcinogenesis is still not clear. 
Accumulated evidence have predicted that HBx played an indirect role in the HBV- 
related carcinogenesis, but there is no clear evidence to prove HBx is the direct 
inducer of HCC development due to the complexity of the structure and function of 
HBx . HBx is a multifunctional viral protein, whose function includes transcriptional 
activation, activation of signal transduction pathways, interfering with cellular DNA 
repair and etc., so it is considered to be an oncogenic factor. It plays a regulatory role 
during the stages of cancer occurrence, development and invasion in a direct or 
indirect manner. Therefore, more and more investigators have been focusing on 
studying the structure and function of HBx and their relationship with HCC. 
Our studies focus on developing a system of non-fusion expression and 
purification for HBx, and then preparing some practical and high-quality anti-HBx 
antibodies, which may favor the exploration of the molecular characteristics and 
function of HBx. In the presented study, we expressed and purified nine different 
genotypes of non-fusion HBx in the E.coli, then we used these untagged recombinant 
HBx as immunogen to develop 41 anti-HBx monoclonal antibodies. Through the 
analyses of antibody epitope mapping and reactivity evaluation, we obtained several 
anti-HBx MAbs with high-affinity that were appropriate for the functional detections 
by using Western Blot, immunofluorescence and immunoprecipitation. Based on these 
good antibodies, we demonstrated that the HBx could induce cell apoptosis and 
necrosis through directly interacting with Bcl-2 and Bcl-XL in HepG2 cell transfected 
with HBV 1.3-fold. 
In summary, this study established the expression and purification methods of 
recombinant HBx protein.Those achievements have laid a solid foundation for further 
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ALT： Alanine aminotransferase 
AP-1/2：Activator protein 1/2 
Bcl-2： B-cell lymphoma gene 2 
Bcl-xl：B-cell lymphoma-extra large 
CHB：Chronic HBV carriers 
Co-IP：Co-Immunoprecipitation 
cccDNA：Covalently closed circular DNA 
EPI：Expanded Programme on Immunization 
GAM-HRP:标记辣根过氧化物酶的羊抗鼠抗体 
GFP：Green Fluorescent Protein 
HBsAg：Hepatitis B Virus s antigen 
HBeAg：Hepatitis B Virus e antigen 
HBV：Hepatitis B Virus 
HBx：Hepatitis B Virus X protein 
HCC：Hepatocellular carcinoma 
HBcAg：Hepatitis B Virus c antigen 
JAK-STAT：Janus Kinase-signal transducer and activator of transcription 
JNK/MAPK：Stress-activated protein kinase/c-jun kinase 
MAPK：Mitogen-activated protein kinase  
NF-ĸB：Nuclear factor kB 
ORF：Open reading frame 























肿瘤的第 5 位和第 3 位[1-2]。目前全球至少有 20 亿的人口曾感染过 HBV,其中约 4
亿人为慢性 HBV 携带者（chronic HBV carriers），而 75%～80%携带者集中在亚
洲、非洲和西太平洋地区[3-5]（图 1-1）。在慢性 HBV 携带者中有相当一部分人可
发展成为活动性肝炎，并且其中有部分患者可进一步发展成为肝硬化、肝细胞癌
或非致癌性肝硬化并发症。每年有超过 110 万的患者死于乙肝感染引发的肝硬化
和原发性肝细胞癌 [6]。根据 1992－1995 全国流调结果，我国乙肝病毒感染率为
57.63％，约有 7 亿人曾经感染过 HBV，全国 HBsAg 携带者占总人口的 9.75％，
总人数达到 1.2 亿左右，占全球携带者的 1/3。各省市 HBsAG 携带者分布情况不





















随着人们对 HBV 的深入研究，HBV 疫苗的相继问世大大缓解了 HBV 感染
给人类带来健康压力。。从 早问世的血源性乙肝疫苗到美国 Merck 公司生产的
第一个重组啤酒酵母 HBV 疫苗（Recombivax HB），均被证实具有较好的免疫保
护效果 。1991 年世界卫生组织（WHO）召开了有发展中国家参加的控制病毒
性肝炎会议，要求从 1997 年度起在世界范围内将 HB 疫苗纳入计划免疫,对全体
婴儿实施免疫接种[7]。2001 年我国卫生部将 HB 疫苗纳入“免疫扩大计划（EPI）”。
2006 年卫生部组织开展的乙肝血清流行病学调查显示，中国人群 HBsAg 携带率





图 1-2 中国各年龄人群血清 HBsAg 阳性率 
Fig.1-2 Distribution of the ratio of HBsAg carriers in Chinese populations 
stratified by different age 
一、 乙型肝炎病毒 
1. HBV 病毒颗粒与病毒基因组 
嗜肝 DNA 病毒科（hepadnaviridae）的所有成员都是含双链 DNA 的嗜肝性
病毒，包括哺乳动物类病毒和水禽类病毒两个亚族。人 HBV 是一种含包膜的、
部分不完全双链嗜肝 DNA 病毒 [9]，其复制过程需经细胞内核糖核酸中间体而与
















1.1 HBV 颗粒 
1965年Blumberg等[10]在澳大利亚土著人血清中发现与乙型肝炎病毒相关抗
原 “澳大利亚抗原（Australian antigen），到 1973 年确定为乙型肝炎表面抗原
（HBsAg） 。1970 年 Dane 等[11]电镜下鉴定了 HBV 的完整颗粒，又称 Dane 颗
粒。Dane 颗粒呈球形，直径为 42nm，负染后在电镜下有双层外壳，即由 HBs
蛋白构成的外膜和由多拷贝 HBc 蛋白形成 20 面体核壳两部分组成。核心颗粒直
径 34nm，内含 3.0～3.2Kb 环形、部分双链 DNA 基因组和病毒编码的 P 蛋白[12]。
Galibert F 等[13]发现一个典型的 HBV 感染者血液中可能存在以下三种 HBV 的颗
粒结构：含有外膜蛋白（LHBs、MHBs、SHBs）、核壳和 HBV-DNA 的 Dane 颗
粒；含三种外膜蛋白构成的管型颗粒；仅含有 MHBs 和 SHBs 的球型颗粒，三种
颗粒的摩尔比大致为 108：1010：1013。 
 
图 1-3 血清中乙型肝炎病毒颗粒电镜图[14] 
Fig.1-3 Electron micrograph of HBV Particles, HBs Fiaments and HBs Spheres 
 
HBV 的病毒颗粒有较强的抵抗力，对热、低温、干燥、紫外线和一般消毒
浓度的化学消毒剂，均能耐受。在-20℃稳定，活性可保存 20 年；在 37℃可存活
7 天；在 56℃尚可存活 6h。HBV 在细胞外有很强的存活能力，因而有很强的传
播活性，所以说 HBV 的预防不容忽视。 
1.2 HBV 基因组 
HBV 基因组结构精密，仅约 3.2kb（3182～3221）的小环形 DNA[15]，是已
















与病毒 mRNA 互补，将其定为负链，较短的一链则定为正链[16]。正链仅 5’末端
固定，约 1700～2600nt，其长度大约可为负链的 50%～100%，而其 3’端位置不
定。HBV 颗粒核心内含有 DNA 聚合酶，HBV 复制时以负链 DNA 为模板，将正
链 DNA3’末端延长成为完整的 dsDNA。而环状结构由负链和正链的附着末端维
持，在其两侧存在 11bp 直接重复序列 DR1 和 DR2。此重复序列和 HBV-DNA 的
复制及与宿主 DNA 的整合有关。负链 DNA 的 5’端始于 DR1 内，3’端有 5～8
个碱基与其 5’端重复，是在 DR1 内的末端冗余，使这一小段成为三链，而 5’末
端以共价键与 5’末端结合蛋白结合。DR2 是正链 DNA5’端的帽子结构（cap 
sequence）18bpRNA 以共价键结合而形成的，正链 DNA3’端与 DNAP 结合使合
成不断延长。 
HBV 负链核苷酸序列至少有 4 个开放阅读框（open reading frame，ORF）：
S-ORF、P-ORF、C-ORF、X-ORF[17-19]，如图 1-4。S-ORF 有 S 区、前 S2 区和前
S1 区，编码三个包膜蛋白 SHBs( S)、MHBs (preS2+S) 和 LHBs（preS1+preS2+S）。
C-ORF 有 C 基因区和前 C 区（preC），各自有起始密码 ATG，这一区段 保守，
是免疫攻击的靶表位所在。X-ORF 在 nt1374-1838，其基因产物 HBx 是一种多功
能的反式调节因子，包括转式激活增强子和启动子的转录功能，但是它在病毒生


















图 1-4 乙肝病毒的基因组结构[19] 







P 基因区变异：（1）L-嘧啶类似物诱发的变异  反转录酶 C 区含 YMDD 的
保守基序，是主要的催化部位，并且有很高的酶活性。经 L-嘧啶治疗的 YMDD
野毒株被抑制，rtM204V/I 的变异株被选择成为优势株。伴随着 YMDD 变异而
发生 rtL180M/I、rtA181T 以及 S 基因重叠变异等，rtM204V/I 与 rtL80V/I 和
rtL180M 联合双变异或三变异，使得病毒载量升高，增加 LMV 的耐药性，结果
导致病变急性加重[20]。P 基因 rtA181T 的核苷酸替代同时在 S 基因产生终止密码
子，阻碍了 HBsAg 分泌，结果导致 rtA181T 变异株的复制对 LMV 产生了依赖[21]。
（2）阿德福韦酯诱发的变异  临床试验中阿德福韦酯治疗的病例中有 rtA181V 
和 rtN236T 变异，在 2 年治疗时间里突变率仅 1.6%，然而在四年治疗时间内突
















同作用机制的耐药变异：第 1 类变异 E 区 rtM250L，似乎改变了 DNA 引物链与
DNA 模板 3’端的相互作用。第 2 类变异 B 区 rtT184G 和 C 区 rtS202I，改变了在
YMDD 袢周围区段的构型，从而导致对 ETV 的耐药性[23]。    
S 基因变异：在 S 区域 124～147 氨基酸序列的 α决定簇，是 2 个袢环的氨
基酸序列。根据相关文章报道，围绕 α决定簇常见的突变位点有 G119R、C124R、
T126A/S、Q129R、K141E、G145R/A、C147R 等，病毒通过这些变异，改变外
膜蛋白表位，抵御宿主的中和免疫[24-25]。例如，AA124 和 AA147 的半胱氨酸被
丝氨酸取代，会破坏 α肽段构型的稳定性；AA129 的谷氨酸被精氨酸或组氨酸
取代，会降低与抗体的结合；AA141 的赖氨酸可被谷氨酸取代，而 AA141 的赖






C基因及其启动子变异：前C/ntG1896A点突变  HBV前C区内的 ntG1896A
点突变，使前 C 氨基酸序列的 AA28 由色氨酸变异为终止密码子，变异使得
HBeAg“流产”，HBeAg（-）毒株在血清 HBe 转换中由少数相似株成为优势株，
感染多自然降落，病变未必加重。在我国 pc/ntG1896A 是 HBV 常见的变异。





在较前区段，尤其 AA84-97 是较高变的区段。T 细胞表位内的氨基酸变异可降
低其免疫活性，弱化抗病毒免疫应答；甚至免疫逃逸而使感染持续。在 HBcAg
氨基酸序列中常见的突变有 L60V、S87G、I97L、P130T，其中 I97L 早被发现、
也是 常见的 HBcAg 中的氨基酸替代。P130T 同时在 Th 和 B 细胞识别的病毒
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